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(57) Abstract: The invention concerns a method for reacting a reagent R with a cell C, which consists in: setting the cell C on a 
^ support S comprising a substantially planar surface, in the form of an aqueous drop on said surface; covering the planar surface of 
S the support S whereon the aqueous drop has been set containing the cell C with a separation film F, allowing through gases and 
fS preventing the aqueous drops set on the support S from evaporating, F being non-miscible with the reagent R; triggering the reaction 

O between the reagent R and the cell C by introducing the reagent R in the aqueous drop containing the cell C. The invention also 
^ concerns a device for implementing said procedure and its applications. 
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(57) Abrege : L'invention conceme un precede de mise en reaction d'un reactif R avec une cellule C, dans lequel :- la cellule C 
est deposee sur un support S comportant une surface sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface,- la 
surface plane du support S sur laquelle a ete deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de separation 
F, permettant le passage des gaz et empechant revaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible 
avec le reactif R,- la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par 1* introduction du reactif R dans la goutte aqueuse 
contenant la cellule C.L'invention conceme egalement un dispositif pour la mise en uvre de ce precede et ses utilisations. 



WO 2004/011938 




PCTVFR2003/002298 



1 

PROCEDE ET DISPOSITIF POUR LE CRIBLAGE DE MOLECULES DANS 

DES CELLULES 

La presente invention est relative a un procede et un dispositif 
permettant de mettre en oeuvre des reactions sur une ou plusieurs cellules ou sur des 
5 tissus de cellules ou des reseaux de cellules ou entre des cellules. 

L'entree de molecules dans la cellule represente une etape clef en 
biotechnologie. Le. plus .souvent, pour etudier cette etape, on doit cribler en parallele, 
dans les memes conditions, les effets biologiques d'une famille de molecules. La 
quantite croissante de sequences d'ADN et d'autres molecules disponibles pour etre 
10 testees sur les cellules rend indispensable rutilisation de precedes automatises, ayant 
un caractere systematique et dotes de hauts rendements. 

On connait par le document WO01/07159 un dispositif permettant 
de realiser des protocoles biochimiques en serie dans des microreacteurs. Toutefois ce 
dispositif ne permet pas de travailler sur des cellules. 
l5 Le document W095/34374 decrit un dispositif et un procede 

permettant de realiser des microreactions en serie. Toutefois, ce dispositif et ce 
procede n'envisagent pas de mettre en oeuvre des reactions dites de transfection, dans 
lesquelles un reactif penetre dans une cellule. En effet, la cellule est un organisme 
vivant, heterogene, dont la survie et la mise en reaction requierent des conditions 
20 particulieres, notamment en ce qui concerne les echanges gazeux. Ces parametres ne 
sont pas pris en compte ni meme envisages dans ce document. 

A Theure actuelle, la plupart des methodes de criblage de molecules 
ne permettent pas d'utiliser des cellules vivantes, elles sont realisees avec des binomes 
de molecules isolees. Dans le cas des criblages mettant en jeu des cellules vivantes, les 
25 molecules criblees penetrent rarement dans les cellules, elles reconnaissent seulement 
des capteurs de surface, tels que par exemple des recepteurs. 

Par exemple, la transfection de cellules par des families d'ADN est 
faite actuellement dans des boites comportant des puits repartis sous forme de 
matrices. Ce procede presente l'inconvenient de consommer d'importantes quantites.de 
30 reactif, de necessiter des dispositifs lourds pour la detection des interactions 
moleculaires. En outre, les systemes d'analyse de fluorescence en puits ont 
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Pinconvenient d'etre d'une taille importante, la fluorescence propre des plaques a 
puits doit etre prise en compte, P analyse doit etre faite puits par puits, sans vision 
globale de P ensemble du dispositif 

On connait par J. Ziauddin et ah, Nature, 411, 107-110, 2001, un 
5 procede de transfection automatise : on depose de PADN sous forme d'une 
dispersion dans de la gelatine de fa9on matricielle sur une lame de verre. Apres 
sechage, les emplacements comprenant 1' ADN sont traites par un agent de transfection 
lipidique puis la plaque est placee dans un milieu dans lequel sont reparties des 
cellules. Sur la lame de verre, I'ADN gelatinise est present sous forme solide et la 
10 transfection se fait en phase semi-solide en liant les molecules d'ADN a des lipides 
favorisant la penetration de PADN dans les cellules adjacentes aux depots d'ADN. On 
obtient une matrice de cellules transferees aux emplacements correspondant aux 
depots d'ADN. Toutefois cette methode presente Pinconvenient d'etre peu precise et 
non reproductible. L'accrochage par la gelatine ne permet pas de controler le 
15 decrochage de PADN transfecte. II ne permet pas non plus d'ameliorer Pefficacite de la 
transfection. Par ce procede Pexpression ou le blocage de Pexpression d'une quantite 
suffisante de proteine peut difficilement etre obtenu. En outre, une seule sorte de 
cellule peut etre utilisee pour chaque lame de verre. 

II subsiste done le besoin d'une methode de transfection, et plus 
20 generalement de mise en reaction de composes avec des cellules biologiques, ladite 
methode etant automatisable, utilisant des quantites minimales de reactifs et dormant 
des resultats reproductibles. En outre, on souhaite pouvoir mettre en serie plusieurs 
reactions dans une meme cellule, pouvoir travailler sur des systemes cellulaires 
complexes (2 types de cellules differentes), sur des tissus ou sur des reseaux 
25 cellulaires, et mettre en parallele plusieurs systemes cellulaires. On souhaite 
egalement que le genome des cellules utilisees puisse etre prealablement modifie afm 
de preparer la detection des interactions moleculaires, par exemple par Pintroduction 
de genes de proteines fluorescentes. 

L ! invention a done pour objet un procede de mise en reaction d'un 
30 reactif R avec au moins une cellule C, ledit procede etant caracterise en ce que : 

- la cellule C est deposee sur un support S comportant une surface 
sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface ; 
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- la surface sensiblement plane du support S sur Iaquelle a ete 
deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de 
separation F, permettant le passage des gaz et empechant P evaporation des gouttes 
aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible avec le reactif R. 

5 - la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par 

P introduction du reactif R dans la goutte aqueuse contenant la cellule C. Plusieurs 
variantes existent pour P introduction du reactif R dans la cellule C : 

. Selon une premiere variante, une goutte aqueuse contenant la 
cellule C est deposee sur le support S, une seconde goutte aqueuse contenant le reactif 

10 R est injectge, a Paide de tout moyen d'injection approprie, directement dans la goutte 
contenant la cellule C. Une telle variante est illustree par la figure 1 . 

. Selon une seconde variante, une premiere goutte aqueuse est 
deposee sur le support S puis une seconde goutte aqueuse est deposee sur le meme 
support a proximite de la premiere, Pune de ces gouttes contient la cellule C, P autre le 

15 reactif R, la reaction du reactif R avec la cellule C, et eventuellement sa transfection 
dans la cellule C, est declenchee par la fusion des deux gouttes. Le deplacement et la 
fusion des gouttes peuvent etre obtenus par vibration au sein du support, par 
deplacement electrophoretique des gouttes chargees electriquement ou par des pinces 
mecaniques ou optiques. lis peuvent egalement etre obtenus par une modification des 

20 proprietes de surface du support sous Peffet d'un champ electrique, magnetique, par 
un traitement optique ou thermique. Une telle variante est illustree par la figure 2. 

. Selon une troisieme variante, le reactif R est fixe au support S ou 
au film F, la cellule C est deposee sous forme d'une goutte aqueuse sur le support S et 
le reactif R est alors decroche du support S ou du film F afm de permettre sa reaction 

25 avec la cellule et eventuellement sa transfection dans la cellule. Cette variante est 
illustree par les figures 3 et 7. 

Dans la presente invention, le terme de transfection est utilise pour 
designer la penetration d'une molecule d'un reactif, quel qu'il soit, dans une cellule. 

L'invention a egalement pour objet un dispositif permettant la mise 

30 en reaction d'un reactif R avec une cellule C, ce dispositif etant caracterise en ce qu'il 
comporte : 
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- un support S comportant une surface sensiblement plane recouverte 
d'un film de separation F permettant le passage des gaz et empechant 1' evaporation 
des gouttes aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible avec le reactif R, 

- des moyens permettant le depot sur ladite surface et sous le film F, 
5 de gouttes aqueuses contenant la cellule C, 

- une enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est place le 
support S de fa<?on a permettre la survie de la cellule C. 

Preferentiellement, le support S est constitue par une plaque qui peut 
etre en silicium, en verre ou en polymery comme par exemple en polyurethane, en 
10 nylon, en polyester, en polyethylene, en polypropylene, en polyfluorocarbone, en 
polymethylmethacrylate (PMMA), en polycarbonate, en chlorure de polyvinyle 
(PVC), en polydimethylsiloxane (PDMS) ou en polysulfone. 

Selon l'invention, Taccrochage des gouttes sur le support se fait par 
capillarite, grace aux forces de tension de surface. Preferentiellement, le support S 
15 presente une surface sensiblement plane comportant au moins un moyen destine a la 
reception des gouttes aqueuses. 

De preference, le moyen destine a la reception des gouttes aqueuses 
consiste en des zones de la surface sensiblement plane du support S d'une taille allant 
de 5 Jim 2 a 5 mm 2 . 

20 Selon une premiere variante, on peut prevoir que le support S 

presente sur sa surface plane un caractere hydrophobe et comporte une ou plusieurs 
zones hydrophiles constituant ledit moyen de reception. Selon une autre variante, on 
peut egalement prevoir que le support S comporte sur sa surface plane des cavites, 
d'une profondeur allant de 1 micron a 1 millimetre, et constituant ledit moyen de 

25 reception. On peut egalement prevoir que le support S soit une plaque munie 
d'excroissances de faible epaisseur, de 1 micron a 1 millimetre, disposees sur sa 
surface et destinees a favoriser l'accrochage des gouttes. Enfm, on peut prevoir que le 
support S soit une plaque munie d'au moins un fil, sur lequel viennent s'accrocher les 
gouttes. Le depot de deux gouttes sur le meme moyen de reception va favoriser la 

30 fusion de ces deux gouttes et done la reaction du reactif R avec la cellule C. De 
preference, le support S presente sur sa surface plane un caractere hydrophobe et 
comporte une ou plusieurs zones hydrophiles constituant le moyen de reception. Pour 
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conferer a la surface plane du support un caractere hydrophobe, celle-ci est 
preferentiellement recouverte d'un materiau hydrophobe tel qu'un polyfluorocarbone, 
comme par exemple le polytetrafluoroethylene ou Teflon ®, d'un silane comme par 
exemple le perfluorosilane. La zone hydrophobe du support peut consister en une 

5 structuration de surface dentelee a l'echelle nanometrique comme le « silicium noir » 
utilise en optique. Des exemples de lames commerciales de ce type sont les lames 
immunofluorescence 40 puits D2 mm super teflon, commercialisees par la societe 
MERCK EUROLAB division POLYLABO. Encore plus preferentiellement, le 
support comporte en outre un second moyen de reception des gouttes superpose au 

10 premier, comme par exemple une surface plane hydrophobe et des excroissances de 
faible epaisseur hydrophiles, ou une surface plane hydrophobe et des puits 
hydrophiles, ou une surface plane hydrophobe et un fil hydrophile. 

Selon une variante de 1* invention, le support est dote d'une surface 
dont les proprietes d'hydrophilie/hydrophobie peuvent varier sous Finfluence d'un 

15 parametre tel que la temperature, un champ electrique, un champ magnetique, une 
irradiation. Le support peut ainsi etre actif, pour faire evoluer les gouttes sur sa surface 
en utilisant les principes de la microfluidique en goutte. Cela revient a modifier 
dynamiquement les proprietes de surface du support (par exemple les variations en 
energie/tension de surface) pour faire bouger les gouttes de maniere controlee. Ainsi, 

20 les gouttes de cultures cellulaires peuvent passer par differentes etapes de reactions 
conduites au sein du support : on peut faire fusionner deux gouttes qui se rapprochent 
(une avec le reactif et une autre avec les cellules par exemple). 

Pour realiser ce genre de support Shenderov et aL (« Electrowetting- 
based actuation of liquid droplets for microfluidic applications", Applied Physics 

25 Letters, vol. 77, n°ll, p. 1725-1726, septembre 2000) decrit l'utilisation de la 
modification des energies de surface d'une couche hydrophobe, lors de Tapplication 
d'un champ electrique : la tension de surface diminue avec l'intensite du champ, la 
surface devient moins hydrophobe, voir hydrophile. Le controle et le mouvement du 
champ electrique permettent de deplacer les gouttes de liquides sur cette surface. Cette 

30 methode a ete brevetee par la societe Nanolytics (Shenderov et aL « Actuators for 
microfluidics without moving parts », n° US 6,565,727 ; 2003), mais sans l'utilisation 
de cultures cellulaires. 
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Une autre maniere de modifier ces proprietes de surface consiste 
en la modification physico-chimique de la couche surfacique du support, toujours a 
l'aide d'un potentiel electrique. Par exemple, le changement de conformation d'une 
couche de SAM (« self-assembled monolayer », monocouche auto-assemblee, par 

5 exemple des thiols modifies, comprenant au moins une extremite hydrophile et une 
chaine hydrophobe), ddmontre par Lahann et aL (« A reversibly switching surface », 
Science, vol. 299, p. 371-374, janvier 2003), permet de passer d'une conformation 
droite des molecules au sein de la couche superficielle, qui alors presente un caractere 
hydrophile, a une conformation courbee, dans laquelle elle presente un caractere 

10 hydrophobe. 

De la meme maniere, on peut utiliser la temperature comme 
moyen de changer les proprietes de surface d'un support. Liang et aL ^Preparation of 
Composite-Crosslinked Poly (N-Isopropylacrylemide) Gel Layer and Characteristics 
of Reverse Hydrophilic- Hydrophobic Surface" Journal of Applied Polymer Science 
15 72:1, 1999) decrit un polymere qui est hydrophile a faible temperatures (<30°C) et 
hydrophobe au-dessus. En integrant un systeme de contr61e localise de la temperature 
sous le substrat, on peut controler les proprietes de la surface. 

On peut aussi mettre en place un support dont les proprietes de 
la couche surfacique change avec I 5 application ou non de lumiere (champs 

20 electromagnetique). Ichimura et al (« Light-driven motion of liquids on a 
photoresponsive surface », Science, vol. 288, p. 1624-1626, juin 2000) decrit une telle 
surface : une couche de polymere (calix[4]resorinarene) dont le groupe terminal 
(azobenzene) peut changer de conformation isomerique apres une photo irradiation 
asymetrique. Lorsqu'on expose ces groupes cy cliques en conformation trans (couche 

25 hydrophile) aux UV (365nm), ils passent en conformation cis (hydrophobe). La 
reaction est reversible en utilisant de la lumiere bleue (436 nm). En eclairant de fa?on 
selective et graduelle la couche de polymere, on peut deplacer des gouttes de liquide 
de maniere controlee. 

Selon une variante de 1'invention, le reactif R est fixe au support S 
30 avant le depot de la goutte aqueuse contenant la cellule C. De tels dispositifs sont 
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connus de Fhomme du metier pour d'autres utilisations : ce sont les puces a ADN 
telles que decrites par : 

- Eisen M.B., Spellman P.T., Brown P.O., Botstein D. 

Cluster analysis and display of genome-wide expression patterns, 
5 Proc Natl Acad Sci USA. 1998 Dec. 8; 95(25): 14863-8; 

- Haab B.B., Dunham M.J., Brown P.O., 

Protein microarrays for highly parallel detecting and quantitation of 
specific proteins and antibodies in complex solutions, 
Genome Biol 2001 Jan 22; 2(2): RESEARCH 0004.1-0004.13; 
10 - Livache T., Bazin H., Caillat P., Roget A., Electroconducting 

polymers for the construction of DNA or peptide arrays on silicon 
chips, Biosens Bioelectron. 1998 Sep 15;13(6):629-34. 
On peut appliquer le meme principe a des molecules autres que des 
polynucleotides. Des puces a molecules sont decrites dans : Kuruvilla et al 3 Glucose 
15 signalling with small molecule microarrays, Nature (2002), 416 p. 653. Dans tous les 
cas, la molecule de reactif est d'abord accrochee sur la puce (par exemple par 
accrochage covalent sur une lame de verre). Selon la presente invention, la molecule 
peut eventuellement etre decrochee apres depot des gouttes aqueuses contenant des 
cellules sur la puce a molecules. 
20 Le decrochage de la molecule de reactif peut etre fait de fa9on 

connue par Tun des moyens suivants : 

- photoclivage par des UV en utilisant un site de liaison du reactif au 
support qui soit photoclivable comme illustre par la figure 5. 

Et dans le cas ou le reactif est un polynucleotide uniquement : 
25 - coupure de PADN double brin par des enzymes de restriction, ou 

par d'autres nucleases, 

- modification de la stringence d'hybridation : un changement de 
concentration saline, de temperature ou de conditions Redox du milieu permet de 
separer deux brins d' ADN. 

30 Dans certains cas on prevoit que le reactif R reste fixe sur le 

substrat. 
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Selon l'invention, la surface sensiblement plane du support S est 
recouverte d'un film de separation qui remplit trois fonctions : 

- il previent une fusion des gouttes aqueuses non desiree, 

- il empeche 1'evaporation des gouttes aqueuses deposees sur le 

5 support, 

- il permet le passage des gaz, notamment O2 et CO2, ces deux 
dernieres fonctions etant destinees a permettre la survie des cellules dans leurs 
gouttes. 

Le film F peut etre de differentes natures : 

10 - il peut s'agir d'un liquide non miscible avec l'eau comme par 

exemple une huile. Jusqu'a ce jour, on savait utiliser Thuile pour conserver certaines 
cellules, toutefois, elle n'avait jamais ete utilisee pour effectuer des reactions sur des 
cellules. Parmi les huiles utilisables dans le precede et le dispositif selon Tinvention, 
on peut citer notamment les huiles minerales et les huiles de silicone. On peut 

15 egalement utiliser comme liquide L un solvant organique non miscible avec les 
composes a traiter (cellules et reactifs), tel que par exemple 1'octane. De preference on 
utilise une huile minerale legere. 

- il peut egalement s'agir d'un gaz comme de l'air sature en 

humidite, 

20 - il peut ensuite s'agir d'un film souple, solide, tel qu'un film en 

PDMS ou polydimethyl siloxane ou un film en nitrocellulose, 

- il peut enfin s'agir d'un capot rigide alveole en materiau poreux, la 
taille des alveoles etant adaptee pour pouvoir contenir la goutte de cellule(s) et 
eventuellement de reactif. Selon une variante de Tinvention, le capot rigide alveole 

25 peut etre fonctionnalise, dans chaque alveole, par une molecule de reactif et constituer 
ainsi une puce a molecule ou une puce a nucleotide appelee a venir en contact avec le 
support sur lequel des gouttes de cellules ont ete deposees de fa<?on symetrique par 
rapport aux alveoles. Cette variante de Tinvention est illustree par la figure 7. 

Lorsque le film de separation est un gaz ou un liquide, de fa9on 

30 avantageuse, le depot des gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules ou un 
reactif sur le support S et sous le film de separation se fait au moyen de fins 
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capillaires, comme illustre sur la figure 1 . De preference, ces capillaires sont relies a 
une pompe ou pousse-seringue permettant de controler le volume des gouttes. 

Les reactifs ou les cellules peuvent etre egalement dispenses par un 
systeme classique comme ceux utilises pour la fabrication des puces a ADN. On peut 
5 citer par exemple les systemes piezoelectriques permettant de comprimer une cavite et 
d'ejecter une goutte par une buse. On peut se reporter a ce sujet a N. Takada et al, 
Proceeding of the SID, vol. 27/1, 1986, 31-35. 

Preferentiellement, les gouttes ejectees passent a travers le film de 
liquide ou de gaz grace a leur vitesse Rejection et/ou par gravite, ce liquide ou ce gaz 
10 etant plus leger que la solution a deposer. Lorsque le film de separation est un film 
solide ou un capot rigide, celui-ci est depose sur le support, apres depot des gouttes 
aqueuses de cellules et eventuellement de reactifs par les memes moyens que decrit ci- 
dessus. 

Le deplacement et la fusion des gouttes peuvent etre obtenus par 
1 5 vibration au sein du support, par deplacement electrophoretique ou electromagnetique 
des gouttes chargees electriquement ou par des pinces mecaniques ou optiques. II peut 
egalement etre obtenu par une modification des proprietes de surface du support 
provoquees par Tapplication d'un champ electrique, magnetique ou un traitement 
thermique ou optique. 

20 Preferentiellement, le support S du dispositif est mobile, de facon a 

permettre son deplacement d'xm premier moyen de depot a un second moyen de depot, 
et eventuellement a d'autres moyens de depot. Le support S peut dans certains cas etre 
constitue d'un film solide fixe a des rouleaux a ses deux extremites, les rouleaux etant 
munis de moyens de bobinage de fa<?on a permettre le deplacement du film et done le 

25 deplacement des gouttes qui ont ete deposees dessus. 

Generalement, le procede selon l'invention prevoit le deplacement 
du support S apres le depot sur le support S de la premiere serie de gouttes, qu'il 
s'agisse des gouttes de cellules ou des gouttes de reactif. 

Selon T invention le support S est place dans une enceinte a 

30 atmosphere controlee dont la temperature, rhygrometrie et la teneur en CO2 sont 
ajustees de fapon a permettre la survie des cellules. 
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De tels dispositifs sont notamment des etuves a atmosphere 
contr61ee. La temperature dans un tel dispositif peut varier de 35 a 42°C, une 
temperature preferee se situant entre 36,5 et 37,5°C. La variation de temperature peut 
notamment etre utilisee pour induire des differentiations cellulaires. 
5 Le taux de CO2 est preferentiellement maintenu entre 3 et 5%. Le 

taux d'oxygene O2 est preferentiellement celui de Tair ambiant. 

Par exemple, on peut prevoir de maintenir les cellules dans des 
gouttes aqueuses sur le support S dans une etuve a 37°C, avec 95% d'air, 5% de CO2 
et 97% d'humidite. 

10 On peut prevoir que la totalite du dispositif reactionnel : support, 

film de separation, moyens de dep6t, moyens de detection, etc. soient places dans 
Penceinte a atmosphere controlee. 

On peut egalement prevoir que seuls les supports sur lesquels ont ete 
deposees les gouttes de cellules et le film de separation soient places dans une 
15 enceinte a atmosphere controlee. 

De fa<jon avantageuse, on peut prevoir que les gouttes aqueuses 
contenant une ou plusieurs cellules, un tissu cellulaire ou un reseau cellulaire, 
comportent un milieu de culture. 

En effet, l'etablissement de cultures de cellules depend de Taptitude 
20 des cellules a maintenir leur proliferation et done des conditions indispensables a leur 
croissance. 

Avantageusement, on prevoit que les gouttes aqueuses de cellules 
comprennent du MEM ou « minimal essential medium » commercialise par la societe 
GIBCO BRL sous la reference Cat. No. 12000-022. 
25 Le milieu de culture peut egalement contenir d'autres constituants 

tels que du serum de veau, un ou plusieurs antibiotiques destines a controler la sterilite 
du milieu, comme par exemple de la penicilline. 

On peut egalement prevoir d'utiliser dans le milieu de culture des 
agents chimiques qui induisent la differentiation des cellules, comme par exemple la 
3 0 bromodeoxyuridine. 
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On peut egalement prevoir que les gouttes aqueuses dans iesquelles 
les cellules C sont en culture soient gelifiees, a Paide de tout agent gelifiant connu, 
comme par exemple de l'agar ou de la gelatine. 

De fa<?on avantageuse, les gouttes aqueuses contenant la ou les 
5 cellules ou le tissu cellulaire ou le reseau de cellules, et/ou les gouttes aqueuses 
contenant le reactif, comportent un ou plusieurs constituants destines a favoriser la 
transfection, comme par exemple des liposomes. De tels agents de transfection sont 
decrits notamment dans les documents WO 01/20015 et WO 98/33932. 

D'autres moyens destines a favoriser la transfection peuvent 
10 egalement etre employes dans le dispositif de 1' invention, tels que : l'electroporation 
ou la microprecipitation. Ces methodes de transfection, bien connues de Thomme du 
metier, sont decrites notamment sur 

http://opbs.okstate.edu/-melcherMGMGW4/MG43.h1ml. 

Selon Tinvention, on peut en outre prevoir que le dispositif 

15 comporte : 

- des moyens permettant d'apporter de Tenergie a une ou plusieurs 
gouttes deposees sur le support ; 

- des moyens de traitement optique d'une ou plusieurs gouttes 
deposees sur le support ; 

20 - des moyens d'application d'un champ magnetique ou d'un champ 

electrique a une ou plusieurs gouttes deposees sur le support, notamment pour 
permettre l'electroporation ; 

- des moyens de detection focalises sur une ou plusieurs gouttes 
deposees sur le support. 

25 Les moyens utilises dans les dispositifs selon l'invention seront 

preferentiellement relies a un dispositif de controle permettant l'automatisation du 

dispositif et du procede selon Tinvention. 

Parmi les moyens d'apport d'energie, on peut citer en particulier des 

moyens de traitement thermique, qui peuvent consister par exemple en un dispositif 
30 chauffant susceptible d'etre place a proximite du support S ou fixe a ce support et 

destine a porter les gouttelettes a une temperature appropriee. Par exemple, le moyen 



WO 2004/011938 




PCT7FR2003/002298 



12 

de chauffage peut consister en des fils conducteurs de Telectricite servant egalement 
de moyen de reception des gouttes. 

Les moyens de detection sont notamment des dispositifs destines a 
mesurer la fluorescence ou la radioactivite d'une ou plusieurs gouttes ou des cellules 
5 contenues dans line ou plusieurs gouttes. 

Les moyens de traitement optique sont notamment des moyens de 
traitement aux rayons ultra-violets, ces derniers etant connus pour induire une 
reticulation entre des brins complementaires d'ADN et entre ADN et proteines. 

L'utilisation du dispositif et/ou du procede selon l'invention presente 

10 de nombreux avantages : on peut utiliser de tres petites quantites de materiaux : une 
seule cellule par goutte permet de realiser une experience de transfection. On peut 
travailler avec des volumes de gouttes tres petits, inferieurs a 1 micro litre, de 
preference de 0,1 a 1000 nanolitres contenant 1 a 500 cellules, encore plus 
preferentiellement de 0,1 a 10 nanolitres contenant 1 a 10 cellules. Avantageusement, 

15 on travaille sur des gouttes contenant de 1 a 100 cellules. On peut egalement prevoir 
de travailler sur des volumes plus importants, notamment superieurs au microlitre (10 
a lOOjal, contenant 500 a 100 000 cellules). Ce procede permet egalement d'utiliser de 
petites quantity de reactif. Le film de separation F permet de controler les echanges 
gazeux du milieu de culture de la cellule et sa sterilite. II permet aussi de separer des 

20 gouttes dont on ne souhaite pas qu'elles reagissent ensemble. Enfin, ce procede permet 
d'ameliorer Tefficacite de la transfection : chaque cellule engagee dans le procede peut 
etre transfectee. Les cultures de cellules sous forme de gouttes sous le film de 
separation peuvent se conserver au moins 24 heures et jusqu'a plusieurs jours sans que 
Ton observe de modifications notables de leur activite cellulaire (sans influence 

25 notable sur la proliferation et la croissance des cellules). 

Le procede et le dispositif selon l'invention permettent egalement de 
realiser des batteries de reactions : 

Plusieurs gouttes aqueuses comprenant chacune au moins une 
cellule peuvent etre deposees sur le support S, lesdites gouttes etant isolees les unes 

30 des autres. De preference, chacune de ces gouttes est placee dans un moyen de 
reception distinct. Toutes les cellules peuvent etre identiques, mais on peut egalement 
prevoir de placer des cellules differentes (au moins deux sortes de cellules differentes) 
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dans les differentes gouttes. Des gouttes contenant le ou les reactifs sont deposees, a 
proximite de chaque goutte contenant une cellule, de fa?on a pennettre la fusion d ! une 
goutte contenant le reactif approprie avec la goutte contenant la cellule visee. Pour la 
realisation de batteries de reactions, on prevoit avantageusement un support 

5 comprenant des moyens de reception disposes de fa<jon reguliere sous forme de 
matrices, de fa<pon a permettre Tautomatisation du procede. 

De fa9on avantageuse, le support et les capillaires destines a deposer 
les gouttes aqueuses de cellules et de reactifs sont relies a des moyens de controle de 
fa9on a permettre l'automatisation du procede. 

10 Le procede et le dispositif selon l'invention permettent done de 

realiser simultanement et de fa9on automatisee un grand nombre de reactions d'un 
reactif sur une cellule en faisant varier la nature du reactif et de la cellule, tout en 
travaillant sur des volumes extremement reduits. 

Parmi les cellules qu'il peut etre interessant d'etudier par ce procede, 

15 on peut citer notamment : 

- des cellules primaires, 

- des hybridomes, 

- des Ugnees de cellules : les cellules peuvent se perpetuer 
eternellement et former ainsi des lignees, 

20 - des cellules souches : elles sont obtenues a partir d'un prelevement 

chez 1'animal ou a partir de biopsies, 

- un morceau de tissu cellulaire (les cellules ne sont pas 

individualisees) 

- des melanges des differents types de cellules enonces ci-dessus. 

25 Les cellules sont cultivees en milieu de culture (aqueux) de fa9on 

connue. On peut egalement cultiver des cellules heterogenes pendant plusieurs jours et 
utiliser ce melange. 

Selon une variante de Tinvention, lorsque toutes les cellules a mettre 
en reaction sur un meme support sont identiques on peut proceder de la fa9on 

30 suivante : le support est une plaque hydrophobe comportant des zones hydrophiles, on 
l'immerge dans une solution aqueuse contenant les cellules puis on la sort de cette 
solution en laissant le liquide en exces s'ecouler. Les gouttes du milieu contenant les 
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cellules sont retenues dans les zones hydrophiles. Cette etape est suivie du depot d'une 
couche de film de separation F et du depot des gouttes contenant un reactif ou d'autres 
cellules. Suivant la nature du film F (fluide ou solide), celui-ci est depose avant ou 
apres le depot des gouttes de reactif ou d'autres cellules. 
5 Parmi les reactifs R susceptibles d'etre utilises dans le procede et le 

dispositif selon l'invention, on peut citer : 

Des molecules chimiques de toutes natures, notamment des 
molecules organiques naturelles, des molecules issues de synthese organique et de 
synthese combinatoire, des molecules extraites d'echantillons biologiques et des 

10 molecules extraites d'echantillons biologiques modifiees par synthese. On peut citer 
notamment les polynucleotides : les molecules d'ARN, simple brin et double brin, 
notamment les molecules d'ARNsi (petit ARN pour T interference) ; les molecules 
d'ADN, simple brin et double brin ; les molecules de PNA (de T anglais « peptidic 
nucleic acid » ou acide nucleique peptidique) qui sont des chimeres peptide-acide 

15 nucleique ; les ribozymes ; les ARN interferences double brin ou les proteines et les 
peptides. Parmi les proteines, on peut citer tout particulierement les facteurs de 
transcription. 

Les molecules de reactif peuvent etre formulees en solution prete a 
etre deposee. Elles peuvent egalement etre preparees directement apres depot sur le 

20 support, par exemple par synthese, notamment par synthese organique, in situ, ou par 
transcription in vitro dans la goutte. Des molecules de type prion peuvent aussi etre 
obtenues en goutte par reaction de polymerisation en chaine ou PCR (de 1'anglais 
"polymerisation chain reaction") peptidique avant leur transfection dans les cellules. 
Lorsque Ton utilise des molecules d'acides nucleiques, leur preparation peut etre faite 

25 par PCR nucleique. Comme il a deja ete expose ci-dessus, le reactif peut egalement 
etre fixe au support. 

Lorsque Ton emploie comme reactif de l'ADN, avantageusement 
celui-ci est sous forme precipitee. De fa<?on connue, on peut par exemple utiliser le 
phosphate de calcium. La precipitation de l'ADN peut egalement Stre faite dans la 

30 goutte aqueuse deposee sur le support par fusion avec une goutte du reactif approprie. 

Selon une variante du dispositif et du procede selon l'invention, on 
peut prevoir de faire plusieurs depots successifs destines a etre fusionnes : 
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On peut prevoir de deposer successivement plusieurs reactifs 
destines a transfecter une m§me cellule et observer leurs effets cumules ; 

On peut egalement prevoir de deposer plusieurs gouttes de cellules 
et les faire fusionner, de fa9on a reconstituer un reseau cellulaire de cellules identiques 
5 ou differentes afin de se rapprocher au plus pres de conditions rencontrees in vivo. Par 
exemple, on peut reconstituer des reseaux de neurones a Techelle de quelques cellules 
par la rencontre de cellules gliales et de neurones pour les faire communiquer au sein 
d f une meme goutte, ou des interactions entre les differents types de cellules qui 
constituent la peau afin de mimer le comportement de celle-ci k l'echelle cellulaire. 
10 On peut egalement reconstituer un tissu cellulaire destine a mimer le 

comportement de Tepiderme en cultivant ensemble au sein d'une meme goutte des 
keratinocytes sur un tapis de collagene. On peut egalement cultiver ensemble des 
cellules souches de la peau en presence de cellules du follicule pilleux afin d'etudier 
leurs interactions. 

15 Par exemple, on peut utiliser la transfection de reactifs dans un 

premier type de cellules de fa<?on a d^clencher une reaction cellulaire, telle que la 
production d'une proteine recombinante puis faire reagir cette premiere population 
cellulaire avec une population cellulaire d'un autre type par fusion avec une autre 
goutte. 

20 Selon une variante de 1'invention illustree par la figure 8, on peut 

6galement prevoir que le support soit muni de moyens de separation permettant de 
separer deux types de cellules distincts mais autorisant le passage de petites molecules 
entre ces cellules. Un tel moyen de separation est destine a mimer une barriere 
bioiogique, telle que par exemple la barriere existant entre le sang et les cellules 

25 cervicales. De tels moyens de separation sont avantageusement disposes au niveau des 
moyens de reception, sur le support. Pour leur mise en oeuvre, on prevoit de deposer 
une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule d'un premier type d'un cote du 
moyen de separation et une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule d'un 
second type de 1'autre cote du moyen de separation. La fusion des gouttes de part et 

30 d'autre du moyen de separation permet une communication entre les cellules par 
1' intermediate de molecules susceptibles de diffiiser au travers du moyen de 
separation. Cette communication peut alors etre etudiee par tous moyens, notamment 
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par Taj out de reactifs sous forme de goutte aqueuse avant ou apres la fusion des 
gouttes cellulaires. Par la transfection automatisee de ces gouttes, il est possible 
d'analyser le role biologique des facteurs transfectes dans une multicouche biologique. 

Les moyens de separation utilisables selon cette variante de 
5 l'invention sont des membranes artificielles telles que par exemple un filtre en nitro- 
cellulose, du silicium perce de nano-trous, un buvard en papier, un filtre en tissu ; on 
peut egalement prevoir d'utiliser un gel solide tel qu'un gel d' agarose, du collagene ou 
de la gelatine. 

Le dispositif et le procede selon l'invention permettent d'automatiser 
10 Texpression de proteines recombinantes obtenues par Tentree d'ADN codant dans les 
cellules, de realiser le criblage de molecules nucleiques destinees a modifier (bloquer 
ou au contraire augmenter) Texpression de genes dans les cellules et de rechercher des 
sequences genomiques promotrices. Cette invention permet aussi d'etudier les 
interactions entre des cellules de differents types, cette interaction etant declenchee 
15 par le melange des gouttes. Le dispositif et le procede selon l'invention permettent 
d'obtenir une vue globale des effets biologiques de la reaction de molecules de toutes 
sortes avec des cellules, et notamment de Tentree automatisee de molecules de toutes 
sortes dans des cellules. 

Avantageusement, la detection globale des phenotypes cellulaires 
20 engendres par l'entree des molecules dans les cellules sera realisde a 1'aide de 
molecules marquees, c f est-a-dire de molecules qui peuvent etre detect^es sans porter 
atteinte a Tintegrite du milieu qui les contient. On pense notamment aux marqueurs 
fluorescents, radioactifs ou a tout autre moyen de marquage connu de Thomme du 
metier. 

25 L'un des avantages du procede et du dispositif selon l'invention 

reside dans le fait que la totalite des etapes de transfection et de manipulation des 
interactions cellulaires se fait en phase liquide qui favorise la culture cellulaire en 
milieu nutritif et les reactions enzymatiques. 

De fa<?on generale, le procede et le dispositif selon Tinvention 

30 presentent les avantages suivants : 
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- amelioration de l'efficacite de la transfection, par rapport a la 
transfection faite de fa9on classique en puits de culture ; 

- plusieurs types cellulaires peuvent etre testes sur un meme support 
au cours d'une meme sequence de reactions ; 

5 - plusieurs types de molecules peuvent etre testees sur un meme 

support au cours d'une meme sequence de reactions ; 

- les reactifs peuvent etre obtenus directement dans la goutte avant 

fusion ; 

- tous les r6actifs sont prepares de fa9on independante et en parallele 
10 a la preparation des cultures de cellules. 

Parmi les applications du dispositif et du procede selon l'invention, 
on peut citer notamment la recherche de sequences a activite anti-sens : On connait, 
par Dean et al, Current Opinion in Biotechnology, 12, 622 (2001), l'utilisation de 
petites sequences d'ADN ou d'ARN pour bloquer la synthese d'une proteine dans les 

15 cellules et chez l'animal. Cette therapie genique a ete utilisee pour tester de nouveaux 
agents anti-viraux chez l'homme. Cependant, cette approche biotechnologique a 
echoue maintes fois, l'utilisation d'un ou de plusieurs oligonucleotides ne permettant 
pas de bloquer l'expression d'une proteine. Lors de ces essais, en l'absence de moyens 
de criblage appropries, les sequences des oligonucleotides utilisees etaient choisies un 

20 peu au hasard, parmi les sequences genomiques accessibles. Les oligonucleotides 
employes ne presentaient pas une affinite suffisante pour l'ARN cible et ne 
permettaient pas de bloquer sa traduction dans les cellules. Les molecules d'ADN 
synthetiques etant toxiques pour la cellule eucaryote, on cherche a en utiliser des 
quantites minimales. Pour bloquer Texpression d'un gene cible dans une cellule, il faut 

25 intervenir a quatre niveaux : 

- trouver la position de liaison optimale sur TARN, position qui 
correspond generalement a une portion moins repliee dans la structure quaternaire de 
l'ARN; 

- trouver des sequences oligonucleotidiques presentant une haute 
30 affinite pour l'ARN ; 

- trouver des sequences oligonucleotidiques capables de penetrer 
dans une cellule eucaryote ; 
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- conserver les oligonucleotides non degrades dans la cellule pendant 

plusieurs jours. 

Les deux premieres etapes peuvent etre realisees a 1'aide d'une puce 
classique a oligonucleotides sur laquelle est testee rhybridation d f une famille 
5 ^oligonucleotides a de TARN cible rendu fluorescent (on peut par exemple se referer 
aux travaux de Olejnik et al., NAR, 26, 3572 (1998)). Le procede selon l'invention va 
permettre de tester la penetration des oligonucleotides dans la cellule et leur stabilite. 

Pour mettre en evidence la sequence optimale permettant de reduire 
l'expression d ! une proteine cible dans une cellule, on utilisera des oligonucleotides 
10 modifies, tels que par exemple des derives phosphorothioate, cette modification 
conferant a l'oligonucleotide concerne une resistance aux nucleases de plusieurs jours. 

Les molecules anti-sens peuvent aussi etre constitutes par des 
duplexes d'ARN, appelees ARN interferences (ARNi), qui s'hybrident aux ARN 
messagers en formant des triples helices d'ARN (pour cette approche, on peut se 
15 referer a Elbashir et a/., Nature, 411, 494-498 (2001)). Le procede et le dispositif 
selon Tinvention permettent egalement de cribler des sequences d'ARNi longues 
(plasmidiques) et courtes (synthetiques). 

Une autre application du procede et du dispositif selon Tinvention 
concerne la production automatisee de proteines recombinantes en gouttes. La 
20 transfection automatique devrait permettre de tester l'expression de differents 
fragments d'ADN codant ainsi que celle de differents mutants de ce meme ADN. 
L'expression automatisee de proteines recombinantes sur les dispositifs selon 
l'invention peut etre une alternative a la puce a proteines. II n'est alors plus necessaire 
de produire les proteines, de les purifier et de les accrocher sur un support solide, les 
25 proteines sont fabriquees de novo sur le dispositif. 

Une autre application du procede et du dispositif de Tinvention est la 
preparation et le criblage d'ARNsi. Les RNAsi ( C RNA small interference' ou petit 
ARN pour T interference) sont des molecules double brin d'ARN capables de bloquer 
specifiquement et efficacement l'expression de genes dans des cellules en culture et 
30 chez 1 9 animal. Les RNAsi ont ete elues 'molecules de Tannee 2002' par le magasine 
Science : ces molecules pourraient permettre en particulier des therapies innovantes en 
cancerologie et en virologie. Elles ont aussi deja permis de caracteriser la fonction de 
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genes jusqu'alors inconnue (T.Tuschl, Nature Biotechnology, vol.20, May 2002, 
p.446-448) 

Pour fabriquer ces RNAsi, quatre voies ont ete repertoriees. La 
premiere utilise la chimie, les deux brins de l'ARNsi sont fabriques chacun dans un 
5 synthetiseur d'acides nucleiques puis sont associes apres synthese (molecule 
synthetique fabriquee a partir de phosphoramidite ARN decrit dans : S.M.Elbaschir et 
ai y Nature, 411, 24 May 2001, 494-498). La deuxieme utilise in vitro une ARN 
polymerase, chaque brin de l'ARNsi est fabrique de fa9on complementaire par rapport 
a un brin d'ADN puis les deux brins sont associes apres synthese (exemple : kit 

10 commercial pSilencer commercialise par la societe Ambion et kit commercial 
HiScrib commercialise par la societe NEB Biolabs). La troisieme utilise la synthese in 
vivo dans les cellules eucaryotes ou dans les bacteries, les deux brins sont fabriques en 
utilisant les RNA polymerases presentes in vivo. La quatrieme utilise des ARN longs, 
simples ou double brins, (produits in vitro ou in vivo) qui seront transformes en petites 

15 molecules (RNAsi) par les nucleases des cellules transferees (R.Agami, Current 
Opinion in Chemical Biology, 2002, 6, 829-834). 

Dans la presente invention c'est la deuxieme voie qui peut etre 
appliquee, celle qui s' attache a fabriquer des RNAsi a partir de molecules d'ADN 
contenues dans un tube. On utilise cette voie en particulier car elle est moins onereuse 

20 que celle qui consiste a fabriquer les RNAsi chimiquement. II a aussi ete rapporte que 
la structure des RNAsi synthetises in vitro est differente de celle des RNAsi obtenus 
chimiquement, elle permet d'obtenir une affinite plus importante dans le cas de 
1' hybridation des RNAsi obtenus in vitro avec les ARN cibles des cellules 
transferees. Ainsi le blocage de Pexpression des genes est meilleur avec des RNAsi 

25 obtenus in vitro qu'avec des RNAsi chimiques : meilleur efficacite et besoin de 
concentrations d'ARNsi moins elevees . 

Cette variante de Tinvention s'appuie sur im precede de fabrication 
des RNAsi sur un substrat solide. La presente invention propose de fabriquer des 
RNAsi en goutte a l'aide de deux matrices d'ADN contenant une sequence promotrice 
30 pour une ARN polymerase (de type SP6 ou 17 par exemple) et d'utiliser ce formatage 
en goutte pour transfecter, par fusion de gouttes, les molecules de RNAsi double brin 
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dans des cellules cultivees en goutte sur un substrat solide. Les matrices d'ADN 
peuvent etre fixees de fa<?on covalente ou non covalente sur le substrat solide. 

Afin d'optimiser le blocage de Texpression d'un gene, il est 
necessaire de tester plusieurs sequence d'ARNsi le long du gene (au moins une 
5 dizaine) et un interet considerable se tourne vers le criblage systematique de plusieurs 
genes (par exemple plus de 5600 genes bloques chez le vers de terre : S.S.Lee et al.. 
Nature Genetics, 33, January 2003, 40-48). 

Certaines qualites de sequences des RNAsi ont deja ete proposees 
concernant le pourcentage de nucleotides GC par exemple, ou le Tm de 
10 T oligonucleotide correspondant, ou encore la taille de la molecules (21mer). 
Cependant rien ne remplace 1' experience, le criblage est necessaire, non seulement 
pour trouver la sequence optimale pour bloquer Texpression d'un gene mais aussi 
pour determiner sa concentration ainsi son temps d'action dans la culture cellulaire. 

Pour realiser ces differents criblages phenotypiques, il est possible 
15 d'utiliser des puits de plastiques (format 96 trous ou 384), cependant nous avons 
montre que Tefficacite de transfection est meilleure dans des cultures de cellules en 
goutte (une concentration 5 fois plus faible de RNAsi a ete utilis£e pour obtenir la 
meme efficacite de transfection et de blocage de Texpression d'un gene dans des 
cultures cellul aires en goutte plutot que dans des cultures cellulaires en puits). De plus 
20 Tanalyse phenotypique du blocage de Texpression d'un gene est tres pertinente 
lorsque les cellules ont ete cultivees en goutte sur une lame de verre : les cellules apres 
leur transfection sont fixees sur la lame de verre en petits tas distincts, les niveaux 
d'expression de genes sont reveles par immunocytochimie fluorescente et analyses 
directement par scanner (detection directe du nombre de photons emis par les cellules 
25 marquees par les anticorps). 

Applications potentielles : 

• Caracterisation de la fonction de genes (en particulier dans le 
cas de genes 'inaccessibles' par KO de souris transgeniques, les souris KO meurent 
avant la naissance) 
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• Caracterisation de la fonction de plusieurs genes dans plusieurs 
types de cellules : criblage a haut debit necessaire. C'est le cas de Tanalyse in vivo de 
deletion genique. 

• Cancerologie : analyse du role de genes dans Tangiogenese 
5 ainsi que dans la propagation de certains cancers. De plus, bloquer les genes 

indispensables a la reparation cellulaire, va permettre de rendre certaines cellules 
chimio-sensibles. La chimio-sensibilite peut etre analysee sur puce. 

• Virologie. La propagation du virus VIH a ete bloquee in vivo 
grace a Tutilisation de RNAsi (N.S.Lee et aL, Nature biotechnology, vol.19, May 

10 2002, 500-505) 

EXEMPLES 

Materiel et methodes employes dans les exemples : 
Detection 

La detection de la transfection par une molecule fluorescente se fait 

15 en deux temps : 

- par une vue globale des points fluorescents, 

- par analyse des points individuels pour creer une image 

complexe. 

La vue globale de la fluorescence se fait par detection bi- 

20 parametrique : 

- de la fluorescence de l'iodure de propidium = temoin de la 
presence d'une cellule, 

- de la fluorescence de la 'green fluorescent protein' GFP = 
marqueur fluorescent vert temoin de 1* expression de la proteine GFP. 

25 L'image obtenue est ensuite analysee grace a des systemes de 

quantification du signal et qui permettent de combiner les fluorescences de series de 
points de mesures. 

- analyse de la fluorescence des gouttes : les cellules peuvent etre 
analysees vivantes en gouttes sous la couche d'huile. Pour ces experiences, nous 

30 avons utilise un microscope Olympus ® BX 51M et un microscope confocal Leica ®. 
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- analyse de la fluorescence des cellules fixees : apres fixation des 
cellules par le PFA ou paraformaldehyde (voir application n°l) la lame de verre 
contenant les cellules recombinantes est utilisee corame une lame d' histologic II est 
possible de realiser des experiences de marquage radioactif et de marquage 

5 fluorescent, (voir application n°5.2). La fluorescence totale de la lame peut etre 
analysee a l'aide d'un microscope classique. Nous avons aussi utilise un scanneur 
classiquement utilise dans des experiences de puce a ADN (Scanner : GenePix 4000B, 
commercialise par la societe Axon Instrument). La precision dans ce genre d'appareil 
est de 5 ^m 5 il est done possible de visualiser une cellule a l'aide d'une dizaine de 
10 pixels. 

La figure 4 illustre un exemple d'application du dispositif selon 
1'invention : l'expression d'une proteine recombinante dans une suspension de cellules 
gliales et de Tactivation d f une suspension de neurones. 

Sur une lame de verre (support S) dans un recipient contenant une 
15 huile minerale legere (film F) commercialisee par le Societe Sigma, on injecte : 

- une goutte de cellules en suspension contenant en milieu aqueux 
(quelques nanolitres) une centaine de cellules gliales ; 

- une goutte aqueuse contenant de 1'ADN sous forme de sel de 
phosphate de calcium (quelques picomoles) ; 

20 - une goutte de cellules neuronales en suspension dans l'eau. 

On fait d'abord fiisionner les deux premieres gouttes par 
deplacement mecanique des 2 gouttes a l'aide de l'extremite d'une pipette pour 
obtenir la goutte Gj de cellules transferees. La cellule gliale exprime ainsi une 
proteine recombinante. On fait alors fiisionner cette goutte Gi avec la goutte G2 

25 contenant les neurones en suspension. Ceux-ci.sont alors actives. 

L Transfection d'oligonucleotides, criblage de sequences 
capables de bloquer Texpression de genes specifiques 

Dans cet exemple, nous avons cherche a selectionner des sequences 
d' oligonucleotides capables de bloquer l'expression d'un gene d'interet, appele cible 
30 dans cet exemple. Pour mesurer Tactivite antisens de ces oligonucleotides nous avons 
utilise des lignees cellulaires stables exprimant la proteine cible en fusion avec le 
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variant E-GFP (Green Fluorescent Protein de type E, cornmercialisee par la Societe 
Clontech). Ces lignees sont des outils precieux pour evaluer les performances des 
differents oligonucleotides : l'activite antisens est mesuree par diminution de la 
fluorescence des proteines reportrices. Afm de trouver un oligonucleotide qui a une 
5 activite antisens exceptionnelle, il est indispensable de realiser le criblage d'au moins 
50 oligonucleotides de sequences differentes pour un meme gene. Au cours de ce 
criblage dans les cellules,. nous avons recherche en particulier 1' oligonucleotide qui a 
la plus grande affinite pour TARN cible et le plus grand pouvoir de penetrance dans la 
cellule. 

10 Experiences realisees avec le dispositif selon Vinvention : 

La transfection par le phosphate de calcium a ete choisie car elle est 
tres efficace : en utilisant des oligonucleotides marques avec du cy5 (Cyanine 5), ces 
oligonucleotides etant commercialises par la Societe Eurogentec, 70% de cellules 
HEK 293 (Human Embryonic Kidney) et 80% de cellules COS (Chinese Ovary 

15 Sarcoma) deviennent fluorescentes apres un jour de culture (fluorescence mesuree par 
cytometrie de flux). D'autres methodes de transfection faisant intervenir la foimation 
de gouttelettes de lipide autour de T ADN peuvent aussi etre utilisees. 

Experience la : transfection par fusion de gouttes 

Pour un gene cible, nous choisissons 50 oligonucleotides de 

20 sequences differentes. Nous nous sommes interesses au blocage de F expression de la 
sous unite beta 2 de la caseine kinase. Les oligonucleotides sont synthetises sous 
forme de residus de 18 a 21 nucleotides de long, et contiennent des liaisons 
phosphorothioate capables de limiter leur degradation par les nucleases. Chacun de 
ces oligonucleotides est precipite sous forme de phosphate de calcium (reaction 

25 classique : ljil d' oligonucleotide resuspendu dans l'eau a 1 mM est melange a 100 
de chlorure de calcium 0.25 M et a 100 \il de tampon HBS (Chen et Okayama, 
Biotechniques 1988, 6, 632-638). Pour realiser la transfection dans une boite de 
plastique contenant 1 ml d'huile minerale, une goutte de 1 jil de chacun de ces 50 
precipites est fusionnee avec une goutte de 10 pi de cellules dans leur milieu de 

30 culture (DMEM cornmercialisee par la Societe Gibco) (environ 5000 cellules 
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fibroblaste 3T3). Les gouttes sont placees au fond de la boite sur le support plastique 
sous I'huile. 

L'activite antisens est mesuree apres 2 jours de culture par 
diminution de la fluorescence de la GFP exprimee en tandem avec la proteine cible 

5 dont on cherche a bloquer 1' expression. La fluorescence des 50 gouttes est observ6e 
simultanement au microscope. Cette experience est realisee plusieurs fois en parallele 
afin de s'assurer de la pertinence des resultats. II est important de faire ces 50 tests en 
parallele afin de comparer l'activite antisens de chacun des oligonucleotides. Pour 
observer la diminution de la fluorescence de la proteine cible, il est possible soit 

10 d' observer les cellules transferees vivantes au microscope, soit de fixer les cellules au 
paraformaldehyde (classiquement 4% de PFA). Pour la fixation des cellules, le 
paraformaldehyde est ajoute a volume egal a la goutte cellulaire pendant 10 minutes 
puis l'ensemble gouttes + huile est rincee au PBS deux fois. 

Experience lb: photoclivage des oligonucleotides de la puce 

15 cellulaire et transfection 

Cette experience est illustree par la figure 3. 

Nous avons utilise une puce classique a ADN, la transfection est 
obtenue apres decrochage des oligonucleotides du support solide. Les cellules sont 
cultivees a proximite des depots d'oligonucldotides sur la lame de verre. 
20 Les oligonucleotides (commercialises par la societe Eurogentec) 

sont accroches par leur extremit6 5' aminee sur une lame silanisee (par exemple une 
lame Surmodics commercialisee par la societe Motorola). L'ADN des depots est 
complexe aux sels de phosphate de calcium (selon le meme principe de precipitation 
de l'ADN que celui d6crit dans I'application la) et garde humide sur la lame. Les 

25 cellules adherentes 3T3 sont ensuite deposees en goutte a la surface des spots 
d' oligonucleotides, l'ensemble est garde sous 1 ml d'huile minerale pendant un jour 
en incubateur cellulaire : les gouttes peuvent etre formees a la surface des depdts 
d' ADN ou bien formees a l'aide d'une surface composite (hydrophile et hydrophobe, 
lame ProLabo decrite dans I'application n°5). Le decrochage des oligonucleotides, 

30 complexes au calcium phosphate et situes sous les cultures cellulaires en goutte, est 
obtenu comme illustre sur la figure 5 par illumination de la lame par des UV a 365 nm 
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qui permettent de couper la liaison photoclivable introduite en 5' des oligonucleotides 
(en 3 ' du site amine). 

exemple d' oligonucleotide accroche, puis decroche par 
photoclivage, puis finalement transfecte dans des cellules HEK 293 adjacentes : 



Nom 


Sequence 


Composition Modification 


huGAPDH203F_PC_cy5 


SEQ ID NO:l 


20mers + site PC + site 


PC en 5' - 




AACGACCACTTTGTCAAGCT 


Cy5 + amine en 5' 


Cy5 en3'(dT) 



II- Transfection d'ADN codant et expression de protein es 

recombinantes 

Dans cet exemple, nous nous sommes interesses a 1' expression 
10 d'une famille de proteines dans les cellules eucaryotes. Pour l'instant, en biologie 
moleculaire, 1' expression de proteines recombinantes est obtenue puits par puits, par 
transfection d'un ADN codant sur un tapis cellulaire. Par la transfection parallelisee, 
nous allons obtenir simultanement l'expression de plusieurs ADN codant pour 
plusieurs proteines. Ce dispositif permet de tester plusieurs constructions dans des 
15 vecteurs d' expression d'un ou de plusieurs genes. 

Experiences realisees avec le dispositif selon Vinvention : 
Application 2a : Expression de proteines recombinantes dans un type 

de cellule. 

Expression d'une famille d'ADN codant pour les kinesines 

20 humaines a l'aide du dispositif selon Tinvention : 

Les kinesines forment une famille de proteines presentant des 
proprietes biochimiques similaires, ce sont des proteines motrices associees aux 
microtubules. Ces proteines se trouvent dans toutes les cellules eucaryotes. Elles 
permettent de transformer Thydrolyse d'ATP en energie mecanique et jouent un role 

25 fondamental dans le transport des organelles, des ARNm et des complexes proteiques 
le long des microtubules. Elles peuvent se deplacer du cot6 positif des microtubules 
(N-kinesines) ou du cote negatif (C-kinesines). Elles participent aussi aux 
mouvements chromosomiques pendant la mitose et la meiose et jouent un role 



WO 2004/011938 




PCT/FR2003/002298 



26 

important lors de la division cellulaire. On peut notamment se reporter aux 
publications suivantes : 

Ref.l : Compton, DA. (1999). New tools for the mitotic toolbox. 
Science 286, 913-914. Miki, H., Setoy, U, Kaneshira, K, Hirokawa, N. (2001). Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. 98, 7004-7011. 

Ref.2 : Wade, R.K, Kozielski, F. (2000). Structural links to 
kinesin directionality and movement. Nature Structural Biology 7, 456-460. 

Ref.3 : Kozielski, R, Svergun, D.L, Zaccai, G, Wade, R.H., 
Koch, M. (2001). The overall conformation of conventional kinesins studied by small- 
10 angle x-ray and neutron-scattering. J. Biol Chem. 276, 1267-1275. 

Avec le dispositif selon 1'invention, nous avons obtenu Fexpression 
d'une vingtaine d'ADN codant pour ces kinesines en utilisant des plasmides 
d'expression permettant d'exprimer en tandem la proteine d'interet et la GFP 
(pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO, commercialise par la societe InVitrogen). La transfection 
15 a ete realisee comme lors de 1' application la : la fusion des gouttes est obtenue sous 
1 ml d'huile, 10 ng de plasmide precipite au phosphate de calcium est mis en contact 
avec une goutte de 10 (j.1 contenant environ 5000 cellules HEK 293 (human embryonic 
kidney). Apres 1 jour de transfection, les gouttes de cellules HEK 293 sont 
fluorescentes par expression de la proteine GFP dans les cellules. II a ete possible 
20 d'observer ces gouttes cellulaires sous huile au microscope confocal et de localiser 
precisement la compartimentation cellulaire pour chacune des kinesines fluorescentes 
exprimees dans ce dispositif. 

application 2b : expression de proteines recombinantes dans un 
dispositif selon l'invention en utilisant plusieurs types cellulaires. 
25 Expression recombinante du facteur Pax6 par des cellules gliales : 

10 ng de plasmide contenant en tandem les genes codant pour le facteur Pax6 et pour 
la GFP (pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO, commercialism par la societe InVitrogen) 
precipite au phosphate de calcium (voir precipitation de TADN au phosphate de 
calcium dans l'application la) est mis en contact avec une goutte de 10 |il contenant 
30 environ 5000 cellules gliales (cellules gliales radiales de cortex, post natal, 2 
divisions). Apres 1 jour de culture, la goutte Gl de cellules gliales est fusionnee a une 
autre goutte G2 de 10 (il contenant 5000 cellules corticales (culture primaire corticale 
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isolee de cortex cerebral post natal). Les cellules gliales recombinantes de Gl 

exprixnant le facteur Pax6 sont par exeraple capable d'induire la neurogenese des 

cellules astrocytocales contenues dans G2. 

Cette application est importante pour le criblage de nouveaux 
5 medicaments a potentiel neurotrophique, par exemple dans la recherche de composes 

capables de regenerer des neurones dopaminergiques dans des cerveaux alteres par la 

maladie de Parkinson. 

On peut par exemple se reporter a la publication suivante : 
ref 4 : Heins et al, Glial cells generate neurons: the role of the 
10 transcription factor Pax6, Nature Neuroscience (2002) 5, 308 - 315 

HI- Transfection avec des virus ou des prions en milieu confine 

Le systeme selon Tinvention peut etre facilement confine : la 
formation des gouttes peut etre realisee mecaniquement sans intervention d'un 
utilisateur, et ces dernieres peuvent etre conserves a Tabri des contaminants par 
15 maintien sous une couche d'huile pendant plusieurs jours. La transfection de virus 
peut etre obtenue de deux fa$ons : 

- par fusion d'une goutte de cellules eucaryotes et d'une goutte de 

virus 

- par contamination de cellules par des echantillons cellulaires ; a 

20 risque' 

Dans les gouttes il est possible de produire le virus ou T agent 
pathogene (amplification et encapsulation) ou de le detecter (concentration biologique 
et reaction antigene-anticorps). 

IV- Mise en evidence d T une sequence genomique promotrice 

25 Les sequences promotrices. une partie du genome peu connue : 

La technologie des genes reporteurs et plus precisement des 
constructions " region promotrice-activite reportrice 99 a ete largement utilisee pour la 
caracterisation des regions regulatrices en amont des genes. Les microtechnologies 
permettent aujourd'hui d'accroitre considerablement le nombre de promoteurs etudies. 

30 La regulation transcriptionnelle de ces regions peut etre observee en temps reel grace 
a Tutilisation d'un gene reporteur codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein). La 
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fluorescence de cette proteine peut etre observee sans avoir a lyser les cellules. Les 
variations de fluorescence vont nous permettre d'etudier les cinetiques de la regulation 
transcriptionnelle d'un grand nombre de promoteurs en parallele et en temps reel. 

5 Experiences realisees avec le dispositif selon Vinvention : 

L'activite reportrice de genes connus et induits par les radiations 
ionisantes (par exemple, les genes p53, c-myc ) a ete utilisee pour valider la puce et le 
modele experimental. Les sequences d'interet en amont des genes P53 et c-myc ont 
ete amplifiees puis clonees en amont du gene de la GFP dans le vecteur phrGFP 

10 (Genentech). La transfection a ete realisee comme lors de Implication la : la fusion 
des gouttes est obtenue sous huile, lOng de plasmide (phrGFP contenant les 
sequences d'ADN promotrices) precipite avec le phosphate de calcium est mis en 
contact avec une goutte de 10 \x\ contenant environ 5000 cellules de keratinocytes 
humains. Par sa localisation dans la peau, le keratinocyte represente un des types 

15 cellulaires les plus exposes aux irradiations in vivo. Apres 1 jour de transfection, les 
gouttes des keratinocytes sont fluorescentes par expression de la proteine GFP dans 
les cellules. La mesure de l'activite reportrice GFP est faite par lecture globale de 
fluorescence par microscopie couplee a une camera CCD (Charge Coupled Device). 

V- Criblage de nouveaux medicaments en gouttes : 

20 Remarque generate : dans l'industrie pharmaceutique, le criblage a 

ete realise pendant les dix dernieres annees sur des cibles proteiques recombinantes. 
Dans plusieurs exemples (tels que les recepteurs au glutamate) on s'est apercu que le 
recepteur recombinant present dans la membrane plasmique isolee n'etait pas tout a 
fait dans sa conformation biologique, les recepteurs ont en particulier besoin d'etre co- 

25 exprimes avec des proteines chaperones qui sont presentes dans les synapses. On peut 
par exemple se reporter a la publication suivante : 

Ref 5 : Ohnuma et al .Gene expression of PSD95 in prefrontal 
cortex and hippocampus in schizophrenia.Neuroreport (2000) ll(14):3133-7. 

Pour obtenir un resultat plus precis et plus proche du comportement 

30 in vivo y le criblage d'un ensemble de composes chimiques est desormais envisage sur 
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cellules vivantes. Dans ce cas le criblage se fait a 1'aide d'un test dynamique au cours 
duquel les cellules sont maintenues en vie. Exemple de reference: 

ref.6: Fluorescent indicators for imaging protein 
phosphorylation in single living cells, Sato et al, Nature Biotech (2002) 20, 287-294). 

5 

Modele d } etude : realisation des gouttes de cellules 
Cette experience est illustree par la figure 6. Les cellules vivantes 
sont deposees en gouttes homogenes sur un support solide. La realisation de ce 
dispositif cellulaire peut etre facilite par l'utilisation d'une surface composite 

L0 (hydrophile et hydrophobe), lame de verre commercialisee par la societe ProLabo, 
recouverte d'un film de teflon ® et contenant des puits circulaires hydrophiles de 3 
mm de diametre. Un grand nombre de gouttes homogenes peut etre realise par simple 
trempage du support dans une suspension cellulaire. Les gouttes sont ensuite 
recouvertes d'une couche d'huile minerale pour eviter leur dessechement et favoriser 

15 la survie cellulaire jusqu'au test de criblage. Les gouttes cellulaires peuvent etre 
conservees sur ce type de support pendant plusieurs jours dans un incubateur destine k 
la culture cellulaire. Pour cribler n-molecules differentes, n-gouttes de composes a 
tester sont deposees individuellement sur les gouttes cellulaires prealablement 
formees. 

20 On peut egalement prevoir que des composes chimiques soient 

greffes sur la surface du support (comme pour les oligonucleotides, dans 1' application 
lb) puis decroches ensemble (par exemple par illumination UV). L'insertion d'un site 
photoclivable dans les molecules peut etre obtenue par chimie combinatoire. 

Un test simple de criblage dynamique (exemple : FRET = 

25 fluorescence resonnance by electron transfer ou resonnance de fluorescence par 
transfert d'electrons) peut etre utilise pour mettre en evidence les proprietes de 
certains de ces composes. 



S.l.Exemple de criblage : mesure de Pactivite du recepteur 

30 adrenergique : 
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On peut se reporter a la publication suivante : re/ 7 : Ghanouni et 
al, Agonist induces conformational changes in the G protein coupling domain of the 
beta2 adrenergic receptor, PNAS (2001) 98, 11, 5997-6002. 

II est possible d'attacher une fluoresceine a l'une des cysteines 
5 (cys265) du recepteur beta2 adrenergic pour rendre cette proteine fluorescente 
lorsqu'elle est inseree dans la membrane cellulaire. Pour tester les proprietes 
adrenergiques d'un nouveau medicament potentiel, nous mettons en contact sous huile 
une goutte de 100 nl contenant la molecule en solution et une goutte de 1 ul contenant 
500 cellules recombinantes dans leur milieu de culture exprimant le recepteur 
10 adrenergique recombinant et mute. L'induction de changement de conformation du 
recepteur par un agoniste est observee au microscope par une baisse de l'intensite de 
fluorescence de la fluoresceine contenue dans le recepteur adr6nergique. 

5.2. Exemple de criblage ; immunocytochimie sur cellules 

15 recombinantes ; 

Apres transfection, les cellules recombinantes peuvent etre fixees sur 
le support a l'aide de PFA (voir application n°l). Dans le cas de l'expression 
recombinante de la sous unite beta 2 de la caseine kinase avec le dispositif selon 
l'invention, nous avons utilise un anticorps pour reveler l'expression de la proteine 
20 recombinante dans les cellules 3T3. (anticorps commercialise par la societe Upstate 
Biotechnology : Rabbit polyclonal anti-CK2 beta antibody). On peut se reporter a la 
publication ref.8: Alexandre E. Escargueilet al., Mitotic Phosphorylation of DMA 
Topoisomerase II by Protein Kinase CK2 Creates the MPM-2 Phosphoepitope on Ser- 
1469, J. Biol. Chem. (2000), 275, Issue 44, 34710-347183. 

25 

VI- Variante de la puce h molecules : 

La figure 7 illustre cette variante : des gouttes de cellules dans un 
milieu de culture sont deposees sous forme de matrice sur un support en teflon. Un 
capot en PDMS sur lequel sont greffees des molecules organiques d'une banque de 
30 criblage et comportant des alveoles d'un volume sensiblement egal a celui des gouttes 
est pose sur le support. L'espacement des gouttes a ete prevu pour une exacte 
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correspondance entre le support et le capot. Les molecules sont decrochees du capot 
par tout traitement approprie de fa?on a transfecter des cellules. 

VII- Deplacement de gouttes dans un champ electrique : 
Le deplacement de gouttes sur un support dont la tension de surface 
5 varie avec l'application d'un champ electrique a ete testee : sur le support teste, de 
nature hydrophobe a l'exception de plots hydrophiles, la tension de surface diminue 
avec l'intensite du champ, la surface devient moins hydrophobe, voir hydrophile. Le 
controle et le mouvement du champ electrique permettent de deplacer les gouttes de 
liquides sur cette surface. On a opere le mouvement de gouttes de cellules dans un 
10 champ electrique de 1000V (une goutte de 5\xL contenant une suspension cellulaire de 
cellule Hela a 10 6 cellules /ml, une goutte de 5\xl : bleu trypan dans du PBS (1/5)) 

Le bleu trypan est un marqueur de viabilite cellulaire. Cette reaction 
de melange de bleu trypan et de cellules a permis de verifier que le champ electrique 
n'a pas tue les cellules car le % de cellules colorees ne depassait pas 2%. 

15 VIII- Transfection automatisee 

La realisation de transfections sur puces de cellules en goutte, 
effectuees manuellement sur des lames commerciales, peut etre transferee sur un 
automate de fabrication de micro batteries et permettre ainsi un mode particulier de 
transfection automatisee d'ADN. Pour cela, trois series de depots successifs de trois 
20 gouttes sont realisees sur la meme puce, done sur un meme plot des lames 
commerciales, les gouttes vont fusionner pour permettre le melange des reactifs et des 
cellules. 

Experimentation : 

1. Preparation des echantillons: 

25 On prepare une microplaque de 96 puits contenant les differents 

echantillons a deposer : les solutions d'ADNs, le milieu de transfection, les milieux 
cellulaires. 

2. Depot des ADNs (oligonucleotides simple brin. produits de 
PCR ou plasmides) k transfecter dans les cellules: 

30 Le robot preleve dans la plaque de 96 puits 2 \xL d'une solution 

contenant un des ADNs et il depose ensuite une goutte de 10 nL sur un des plots de la 
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lame. Et ainsi de suite pour les differents ADNs. Nous avons done depose lOnL 
d'oligonucleotide a la concentration lOnM (oligo: 5'SEQ ID NO:2 
CGGAGGCGATGGTGTTGGA 3' - 20mer marque en 5' par du CY3) et lOnL d f une 
solution de plasmide codant pour la proteine GFP (pEGFP-Cl, Clonetech) a la 
5 concentration de lmg/ml. La figure 9 est une photographie representant la plaque sur 
laquelle ont ete deposees les trois premieres gouttes. 

3. Depdt de la solution de transfection sur les plots d'ADN a 

transfecter : 

Pour cela, une goutte de 02\xl de c siPORT' (Ambion), dilue au 1/20 
10 dans du PBS (protocole du fournisseur) est deposee sur chacun des plots et melangee 
aux solutions d'ADN prealablement deposees. 

4. Dep6t des cellules: 

Nous avons depose une goutte de l|il contenant 10 3 cellules HeLa 
(concentration initiale delO 6 cellules /ml) sur chacun des plots contenant deja les 
15 ADNs et le siPORT. 

Apres depot des cellules, les lames sont mises dans une boite de 
Petri contenant du PBS (pour eviter 1'evaporation du milieu cellulaire). Elles sont 
ensuite transferees dans un incubateur a cellules (37°C, 5%C02) pendant 48 ieures 
pour permettre l'expression de la proteine EGFP. 

20 Apres cette etape de culture, les cellules sont fixees dans une 

solution de paraformaldehyde (4% dans du PBS) pendant 20 minutes puis rincees 
deux fois au PBS. Les lames sont ensuite montees dans du PBS, puis la fluorescence 
est observee au microscope. 

L'observation des cellules au microscope Olympus BX52 montre 

25 une fluorescence diffuse dans le cytoplasme pour la transfection avec l'oligo Cy3. La 
fluorescence est d'abord plus intense dans le noyau puis elle diffuse dans le 
cytoplasme pour les cellules transferees avec la GFP. Les temoins negatifs (sans 
cellule ou sans ADN) ne montrent pas de fluorescence. 
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TtKVF.NDICATIONS 

1°) Procede de mise en reaction d'un reactif R avec au moins une 
cellule C, ledit procede etant caracterise en ce que : 

- la cellule C est deposee sur un support S comportant une surface 
5 sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface, 

- la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a ete 
deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de 
separation F, permettant le passage des gaz et empechant l'evaporation des gouttes 
aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible avec le reactif R. 

10 . la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par 

l'introduction du reactif R dans la goutte aqueuse contenant la cellule C. 

2°) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
l'accrochage des gouttes sur le support S se fait par capillarite. 

3°) Procede selon la revendication 1 ou de la revendication 2, 
15 caracterise en ce que le support S est constitue par une plaque d'un materiau choisi 
parmi le silicium, le verre ou un polymere. 

4°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le support S presente sur sa surface plane au moins un moyen 
destine a la reception des gouttes aqueuses. 
-, 0 5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce qu'une goutte aqueuse contenant la cellule C est deposee sur le 
support S, une seconde goutte aqueuse contenant le rdactif R est injecte, a I'aide de 
tout ou moyen d'injection approprie, directement dans la goutte contenant la cellule C. 

6°) Proc6de selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 
25 caracterise en ce qu'une premiere goutte aqueuse est deposee sur le support S puis une 
seconde goutte aqueuse est deposee sur le meme support a proximite de la premiere, 
l'une de ces gouttes contient la cellule C, l'autre le reactif R, la reaction du reactif R 
avec la cellule C est declenchee par la fusion des deux gouttes. 

7°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 
30 caracterise en ce que le reactif R est fixe au support S ou au film F, la cellule C est 
deposee sous forme d'une goutte aqueuse sur le support S et le reactif R est alors 
decroche du support S ou du film F afin de permettre sa reaction avec la cellule. 



WO 2004/011938 PCT/FR2003/002298 



34 

8°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que le film de separation F est un liquide choisi parmi les huiles et 

les solvants organiques. 

9°) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que le film de 
5 separation F est choisi parmi les huiles minerales et les huiles de silicone. 

10°) Proc6de selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que le film de s6paration F est de rair sature en humidity 

11°) Procede selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que le film de separation F est un film souple, solide. 
10 12°) Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que le film 

de separation F est en polydimethylsiloxane ou en nitrocellulose. 

13°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que le film de separation F est un capot rigide alveole en materiau 
poreux. 

15 j4<>) p roc ^de selon l'une quelconque des revendications 1 a 13 

caracterise en ce que le depot des gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
ou un reactif sur le support S se fait au moyen de fins capillaires. 

15°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 13 
caracterise en ce que le dep6t des gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
20 ou un reactif sur le support S se fait au moyen d'une buse. 

16°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 15, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape de deplacement du support S apres le depot 
sur le support S de la premiere serie de gouttes. 

17°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 16, 
25 caracterise en ce que les cultures de cellules sous forme de gouttes aqueuses sont 

conservees au moins 24 heures. 

18°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 17, 
caracterise en ce que plusieurs gouttes aqueuses comprenant chacune au moins une 
cellule sont deposees sur le support S, sous le film de separation F, lesdites gouttes 

30 etant isolees les unes des autres. 

19°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, 

caracterise en ce qu'une goutte contient de 1 a 100 cellules 
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20°) Procede selon Tune quelconque des revendications 18 et 19, 
caracterise en ce que Ton place des cellules differentes dans les differentes gouttes. 

21°) Procede selon Tune quelconque des revendications 18 et 19, 
caracterise en ce que Ton place des cellules identiques dans les differentes gouttes. 
5 22°) Procede selon la revendication 21, caracterise en ce que le 

support est une plaque hydrophobe comportant des zones hydrophiles et que l'etape 
d'injection des gouttes aqueuses contenant des cellules est remplace par 1'immersion 
de la plaque dans une solution aqueuse contenant les cellules. 

23°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 22, 
10 caracterise en ce que les molecules de reactif sont preparees directement apres depot 
sur le support, par un procede choisi parmi la synthese in situ, la transcription in vitro 
dans la goutte, la reaction de polymerisation en chaine peptidique et nucleique. 

24°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, 
caracterise en ce que le reactif est une molecule d'ADN. 
15 25°) Procede selon la revendications 24, caracterise en ce que l'ADN 

est sous forme precipitee, notamment sous forme de phosphate de calcium. 

26°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, 
caracterise en ce que le reactif est facteur de transcription. 

27°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 26, 
20 caracterise en ce que Ton depose successivement plusieurs reactifs destines a reagir 
avec une raeme cellule. 

28°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 27, 
caracterise en ce que Ton depose plusieurs gouttes aqueuses renfermant des cellules et 
on fait fusionner ces gouttes. 
25 29°) Procede selon la revendication 28, caracterise en ce que Ton 

depose des cellules gliales et des neurones pour les faire communiquer au sein d'une 
merae goutte. 

30°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 29, 
caracterise en ce que Ton fait reagir des reactifs dans un premier type de cellules de 
30 fa9on a declencher une reaction cellulaire, telle que la production d'une proteine 
recombinante puis on fait reagir cette premiere cellule avec une cellule d'un autre type 
par fusion avec une autre goutte. 
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31°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 30 dans 
lequel le support comporte des moyens de separation, caracterise en ce que Ton 
depose une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule d'un premier type d'un 
cote du moyen de separation et une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule 

5 d'un second type de l'autre cote du moyen de separation puis que Ton opere la fusion 
des gouttes cellulaires. 

32°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 31, 
caracterise en ce que le reactif est choisi parmi les molecules marquees, notamment 
les marqueurs fiuorescents et radioactifs. 

10 33°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 32, 

caracterise en ce que la cellule est choisie parmi : des cellules primaires, des 
hybridomes, des lignees de cellules, des cellules souches, un morceau de tissu 
cellulaire, et leurs melanges. 

34°) Dispositif permettant la mise en reaction d'un reactif R avec 

15 une cellule C, ce dispositif etant caracterise en ce qu'il comporte : 

- un support S comportant une surface sensiblement plane recouverte 
d'un film de separation F permettant le passage des gaz et empechant 1* evaporation 
des gouttes aqueuses deposees sur le support, F etant non miscible avec le reactif R, 

- des moyens permettant le depot sur ladite surface et sous le film F, 
20 de gouttes aqueuses contenant la cellule C, 

- une enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est place le 
support S de fa<?on a permettre la survie de la cellule C. 

35°) Dispositif selon la revendication 34, caracterise en ce que le 
support S est constitue par une plaque d'un materiau choisi parmi le silicium, le verre 
25 ou un polymere. 

36°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 34 et 35, 
caracterise en ce que le support S presente sur sa surface plane au moins un moyen 
destine a la reception des gouttes aqueuses. 

37°) Dispositif selon la revendication 36, caracterise en ce que le 
30 moyen destine a la reception des gouttes aqueuses consiste en des zones de la surface 
plane du support S d'une taille allant de 5 jjm 2 a 5 mm 2 . 
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38°) Dispositif selon la revendication 36 ou la revendication 37, 
caracterise en ce que le support S presente au moins l'une des caracteristiques a) a d) 
ci-dessous : 

a) le support S presente sur sa surface plane un caractere hydrophobe 
5 et comporte une ou plusieurs zones hydrophiles constituant le moyen de reception ; 

b) le support S comporte sur sa surface plane des cavites, d'une 
profondeur allant de 1 micron a 1 millimetre constituant le moyen de reception ; 

c) le support S est une plaque munie d'excroissances d'epaisseur 
allant de 1 micron a 1 millimetre, disposees sur sa surface et destinees a favoriser 

10 l'accrochage des gouttes ; 

d) le support S est une plaque munie d'au moins un fil, sur lequel 
viennent s'accrocher les gouttes. 

39°) Dispositif selon la revendication 38 dans lequel le support S 
presente sur sa surface plane un caractere hydrophobe et comporte une ou plusieurs 

15 zones hydrophiles, caracterise en ce qu'il comporte en outre un second moyen de 
reception des gouttes superpose au premier. 

40°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 34 a 39, 
caracterise en ce que les moyens permettant le depot des gouttes aqueuses sur le 
support S consistent en de fins capillaires. 

20 41°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 34 a 40, 

caracterise en ce que les moyens permettant le depot des gouttes aqueuses sur le 
support S consistent en un systeme piezoelectrique muni d ! une buse. 

42°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 34 a 41, 
caracterise en ce que le support S du dispositif est mobile. 

25 43°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 34 a 42, 

caracterise en ce que le support S est constitue d'un film solide fixe a des rouleaux a 
ses deux extremites, les rouleaux etant munis de moyens de bobinage de fa<?on a 
permettre le deplacement du film et done le deplacement des gouttes qui ont ete 
deposees dessus. 

30 44°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 34 a 43, 

caracterise en ce qu'il comporte en outre au moins un moyen choisi parmi : 
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- des moyens permettant d'apporter de l'energie a une ou plusieurs 

gouttes deposees sur le support ; 

- des moyens de traitement optique d'une ou plusieurs gouttes 

deposees sur le support ; 
5 - des moyens ^application d'un champ magnetique ou d'un champ 

electrique a une ou plusieurs gouttes depos6es sur le support ; 

- des moyens de detection focalises sur une ou plusieurs gouttes 

deposees sur le support ; 

- des moyens destines a favoriser la transfection. 

l0 45 0 ) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 34 a 44, 

caracterise en ce que les moyens utilises dans le dispositif sont relies a un dispositif de 
controle permettant son automatisation. 

46°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 34 a 45, 
caracterise en ce que le support comprend des moyens de reception disposes de facon 

15 reguliere sous forme de matrices. 

47°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 33 a 45, 
caracterise en ce que le support est muni de moyens de separation permettant de 
separer deux types de cellules distincts mais autorisant le passage de petites molecules 
entre ces cellules. 

20 48°) Dispositif selon la revendication 47, caracterise en ce que les 

moyens de separation sont disposes au niveau des moyens de reception, sur le support. 

49°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 34 a 48, 
caracterise en ce que les gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
comportent un milieu de culture. 

25 50°) Dispositif selon l'une quelconque des revendications 34 a 49, 

caracterise en ce que le support est dote d'une surface dont les proprietes 
d'hydrophilie/hydrophobie peuvent varier sous l'influence d'un parametre tel que la 
temperature, un champ electrique, un champ magnetique, une irradiation. 

51°) Utilisation d'un dispositif selon l'une quelconque des 

30 revendications 34 a 50 pour realiser simultanement et de facon automatisee un grand 
nombre de reactions d'un reactif sur une cellule en faisant varier la nature du reactif et 
de la cellule. 
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52°) Utilisation selon la revendication 51, pour realiser le criblage 
d'un ensemble de composes chimiques sur des cellules vivantes. 

53°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 34 a 50 pour etudier des systemes cellulaires choisi parmi : les reseaux 

de neurones, l'epiderme. 

54°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 34 a 50 pour etudier Taction sur une cellule d'un reactif choisi parmi : 
les molecules d'acides nucleiques, les prolines, les peptides, les molecules d'acide 

nucleique peptidique. 

55°) Utilisation d'un dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 34 a 50 pour l'expression de proteines recombinantes. 

56°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 34 a 50 pour realiser le criblage de molecules nucleiques destinees a 
modifier Texpression de genes dans les cellules. 

57°) Utilisation d'un dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 34 a 50 pour rechercher des sequences genomiques promotrices. 

58°) Utilisation d'un dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 34 a 50 pour etudier les interactions entre des cellules de differents 
types. 

59°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 34 a 50 pour preparation et le criblage d' ARNsi. 
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263s84.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> COMMISSARIAT A L ' ENERGIE ATOMIQUE 

<120> PROCEDE ET DISPOSITIF POUR LE CRIBLAGE DE MOLECULES DANS DES CELLULES 

<130> VCstsF263/84PCT 

<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 1 70 
aacgaccact ttgtcaagct ^ 

<210> 2 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Nucleotide 

<400> 2 iq 
cggaggcgat ggtgttgga 
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